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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I'é¢tude du patrimoine botanique national surtout les
plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et nécessite des études
approfondis, alors il porte sur I'étude de la composition chimique et des activités biologiques
a savoir antioxydante et antibactérienne de la partie aérienne et racinaire de 1’espece végétale

Cornulaca monacantha, collectée a partir du grand erg oriental algérien.

Le criblage phytochimique montre la présence de flavonoides, tanins, saponosides,

coumarines, glucosides, des stérols et tritepénes, dans la plante étudiée.

Les polyphénols totaux déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu représentent 64.03 mg
EAG/g extrait. En revanche la teneur des flavonoides déterminée par la méthode de

trichlorure d’aluminium est équivalente a 6.82mg EQ/extrait.

L’activité antioxydante évaluée en utilisant la méthode de réduction du radical libre DPPH
montre un taux d’inhibition de 93.32%, la concentration inhibitrice a 50% (ICs) est estimée
a 0.5 mg/ml.

L’activité antibactérienne réalisée par la méthode de diffusion sur disque montre des
réponses variables des 21 souches vis-a-vis des extraits testés dont les zones d’inhibitions

sont généralement comprises entre0 a 15 mm.

En effet, les concentrations minimales inhibitrices des extraits varient de 3.75 a 15 mg/ml.
On peut distinguer que S. aureus IU, S.aureus IH, Enterobacter cloacae, Acinetobacter
baumannii ,Pseudomonas aeruginosa IF, Citrobacter koseri, S.aureus ATCC43300
et S. epidermidis sont les souches les plus sensibles a faible dose de 3.75 mg/ml, suivie de
Klebsiella pneumoniae IU Citrobacter koseri P Pseudomonas aeruginosa IH, Acinetobacter
baumannii IF , E. coli ,Klebsiella pneumoniae IU et S,aureus ATCC25923 avec des CMI de
I’ordre de 7.5 mg/ml. Tandis que pour I’espece Klebsiella pneumoniae carbapenemase la

CMI est équivalente a 15 mg/ml.

Pour la CMB, les résultats montrent une activité minimale bactéricide sur les souches :
S. aureus P, S. aureus ATCC 43300, S, aureus 1U, Enterobacter cloacae IH, Acinetobacter
baumannii IF, Pseudomonas aeruginosa IF, Citrobacter koseri IH, S. epidermidis a une
valeur de 3.75mg/ml. Par ailleurs, la croissance de Klebsiella pneumoniae IU Citrobacter

koseri IH Pseudomonas aeruginosa IH, et E. coli U, est arrétée a une valeur de 7.5mg/ml.

Mots clés : Cornulaca monacantha; extrait méthanolique ; activité antioxydante ;

activité antibactérienne ; CMI ; CMB.



Abstract

This work is part of the study of national botanical heritage especially medicinal plants, much
of which remains untouched and requires in-depth studies, so it focuses on the study of
chemical composition and biological activities namely Antioxidant and antibacterial of the
aerial and root part of the plant species Cornulaca monacantha, collected from the great

Algerian Oriental Erg.

Phytochemical screening shows the presence of flavonoids, tannins, saponosides, coumarins,
glycosides, sterols and triterpenes, in the plant studied. Total phenolic contents were
determined using Folin-Ciocalteu reagent, it was: 64.03 mg CAE/g extract. In contrast, the
flavonoids contents was determined using a method AICI3, it is equivalent 6.82 mg QE/g

extract.

The antioxidant activity evaluated using the DPPH free radical reduction method
demonstrated a great capacity to scavenging the DPPH radical where the percentage of
inhibition was 93.32%. The 50% inhibitory concentration (IC50) is estimated at 0.5 mg / ml.

The antibacterial sensitivity of the extracts towards 21 bacterial strains by using the disc
diffusion on the Muller Hinton agar showed a significant inhibition against all bacteria tested.

Inhibition zones are generally between 0 and 15 mm.

The results of the minimum inhibitory concentration (MIC)show that the S. aureus ATCC
358, S.aureus IH, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii ,Pseudomonas aeruginosa
ATCC423, Citrobacter koseri, S.aureus ATCC43300 et S. epidermidis Inhibited at a dose of
3.75 mg / ml. With regard to species

a MIC of 7.5 mg / ml is demonstrated Klebsiella pneumoniae 1U Citrobacter koseri P
Pseudomonas aeruginosa IU, Acinetobacter baumannii U , E,coli ,Klebsiella pneumoniae
IH and S,aureus ATCC25923

On the other hand, Klebsiella carbapenemase she is inhibited at a higher concentration (15

mg / ml).

A bactericidal effect is also determined with concentrations of 3.75 mg/ml on strains S,
aureus P, S, aureus ATCC 43300, S, aureus IU, Enterobacter cloacae IH, Acinetobacter
baumannii U, Pseudomonas aeruginosa IF, Citrobacter koseri IH, S. epidermidis. And 7.5
on: Klebsiella pnemoneae 1U Citrobacter koseri IH Pseudomonas aeruginosa IH, and E. coli
IU

Key words: Cornulaca monacantha, methanol extract, Antioxidant activity, Antimicrobial
activity, MIC, MIB.



gadladl

Alare il 50 Al gia S and J Y 5 dgalal) il sl b gl Ll gy sal) il o Ul 3 Jeall 138 Caay
)y A sell s adl (RS am s 0SS0 alimall) Ty o) o) Aullndll 5 3 30aS gl Ausl 5l 13 Liny (he Caagll IS Ca
5l (88 Sl A8 Al (3 jel) Adlaie (e Lgman o5 S Ll

Jsimalleclagm slalle iy jle sShle by lille <l 3 53 gaballe cliglil) iy siga S e IS 3 5a 5 oo (Al il ekl
(0 (A% 20 64.03 — Folin-Ciocalteu 48 )k Jleatind JIA (o Y giadl) 40 a8 A g paall Al A il i 6l
86 6.82 = psial¥l 2 5l8 O JA (e il s 8 ApeS a8 08 (AT g (g paliiunal (e ¢/ Gl Gaes
oaldiuall e g/ i S

Ly 50 138 =S e dlle 308 A gl paliiud) GIDPPH sl )3l e 30uSOU sliaall Lol il <yl
.o/ge 0.5— L (IC 50)% 50 sy Ladiall 58 5 Ll 93,3200 s Loy

Madie |l Gila e Ssba do Gal AYI L 465k Jleaiuly 4G AN 21 (e LSl sliaal) aliall sl sl
20 155 0 O Lo sae Tapill (3lalia

Kelbsiella pneumoniae :&: S @Yl lady o/ e 3,75 58 531 o sedas (CMI) (Fadiall 38 5l o) asl) das Ll
IU Citrobacter koseri P Pseudomonas aeruginosa IH, Acinetobacter baumannii IF , E,coli ,Klebsiella
pneumoniae IH et S,aureus ATCC25923

. aureus ATCC 358, S.aureus IH, Enterobacter cloaceae, le »iliali Jo/fpa 7.5 S 5l pady Laslal
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeroginosa ATCC423, Citrobacter koseri, S.aureus
S il aedanii a3 Klebsiella pneumoniae carbapenemase Al 4es (»ATCC43300 et S. epidermidis

Je/pal5

Klebsiella pneumoniae 1U Citrobacter koseri P <¥YSL(CMB)  LiSll apall 58 5ll o) sl dags
Pseudomonas aeruginosa IU,  Acinetobacter baumannii U , E,coli ,Klebsiella pneumoniae 1U et
Citrobacter koseri P Pseudomonas :4Jdull &Y 4uilb 7.5 5 Jo/ee 3.75 (& S,aureus ATCC25923
aeruginosa IU,  Acinetobacter baumannii U , E,coli ,Klebsiella pneumoniae IH et S,aureus
ATCC25923

: dgalidal) cilalsl)

«.CMB:« Cornulaca monacantha«saeS3 salead) cualial) by 5ol saliaal) cullaliill ¢ sl Galdiigll
CMI



Intraduction générale



Introduction

Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, posé de
dans sa partie Nord, une végétation diffuse et clairsemée. La flore spontanée dans
cette zone ainsi que les relations entre I’homme et les espéces végétales méritent une
attention particuliére. Les remédes naturels et surtout les plantes médicinales ont été
pendant longtemps le principal, voire 1'unique recours de la tradition orale pour
soigner les pathologies, en méme temps que la matiére premiéere pour la médecine
moderne. (Ould EI Hadj et al., 2003).

Actuellement I'Organisation Mondiale de la Santé estime qu'environ 80%
des habitants du monde ont recours a la médecine traditionnelle a base de plante en
tant que soins de santé primaire. (OMS, 2012).

Ces dernieres années, les recherches scientifiques s’intéressent aux composés des
plantes qui sont destinés a I’utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Les
molécules issues des plantes dites naturelles sont considérées comme une source trés
importante de médicaments; sachant que plus de 120 composés provenant de plantes
sont aujourd'hui utilisés en médecine moderne et prés de 75% d'entre eux sont

appliqués selon leur usage traditionnel. (Berube et Gagnon, 2006).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique
vu sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et
I'Afrique sub-saharienne. La flore algérienne est potentiellement riche, beaucoup
d'espéces endémiques peuvent y étre. Nous partageons avec les méditerranéens et les
pays du Sahel un large éventail de composés et d'éléments phytochimiques d'un
intérét grandissant d’ou la nécessité et l'importance de ce travail de recherche.
(Pereira et al., 2003).

Plusieurs plantes saharienne fréquemment utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle, se sont vues reconnaitre un effet thérapeutique au cours des siécles.
Certaines d’entre elle ont fait 1’objet d’études phytochimique et ont abouti a
I’isolement et a I’identification de principes actifs. C’est dans le cadre de la
valorisation de notre patrimoine naturel que s’inscrit notre étude.(Moussaoui etal.,

2010 ; Babaamer et al., 2012 ; Sekkoum et al., 2014).



Introduction

L’espéce végeétale sélectionnée est « Cornulaca monacantha » de la famille des
Chenopodiaceae.
La démarche poursuivie dans la réalisation de ce travail consiste a:
= Un screening phytochimique des meétabolites secondaires existant dans la
plante.
= Evaluation de la teneur en polyphénols totaux et des flavonoides.
= Evaluation de l’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de la plante
selon la méthode du radical libre DPPH.

= Etenfin, une évaluation du pouvoir antibactérien.

Ce manuscrit est présenté en quatre chapitres :

Le premier est consacré a des données bibliographiques traitant 1I’importance des

plantes médicinales et leurs usages dans le traitement des maladies du stress, et

infections microbiennes, le second comprend 1’étude ethnobotanique de la plante cible
Le troisieme chapitre présente la méthodologie et les expérimentations effectuées

pour répondre aux objectifs fixés suivi d’un quatriéme qui renferme les résultats

obtenus, ainsi que leurs discussions, cldturés par une conclusion.






Chapitiel :
Métabolites secendaites &t
Uctivités biologiques




Chapitre 01 Données bibliographiques

| .Plantes médicinales et métabolites secondaires

I.1. Introduction sur les plantes médicinales

Plusieurs centaines de milliers d’espéces différentes composent la flore mondiale .
Environ 250 000 d’entre elles ont été décrites et répertori¢es . Ces plantes, véritables
usines chimiques, synthétisent des molécules appelées métabolites primaires qui leur
sont vitales (sucres, acides aminés, protéines, acides nucléiques,...).Elles synthétisent
également des molécules qui leur permettent de contrdler leur environnement, de
survivre ou encore de se reproduire en éloignant les prédateurs ou en attirant des
insectes pollinisateurs (composés phénoliques, terpénes, stéroides,...).Certaines de ces
molécules naturelles sont efficaces contre les maladies humaines. L'utilisation de
plantes médicinales ou de préparations a base de plantes connait un succeés croissant.
Il est d'abord intéressant de remarquer que 30%environ des médicaments prescrits par
le médecin sont d'origine naturelle, alors que cette proportion est de 50% pour les
médicaments en vente libre de nombreuses plantes ont un effet bénéfique sous forme
de tisanes ou d'extraits de plantes. Médicaments a part entiére, avec tous les bénéfices
qu'elles peuvent apporter, mais aussi avec les risques liés a leur consommation.
(Abayomi,2010).

I.2. Utilisation historique des plantes médicinales en Algérie
Chaque culture a une histoire concernant I’utilisation des plantes médicinales pour

traiter leurs maux. En Algérie, 1'utilisation des plantes médicinales est vieille d’un
millier d’années. Les premieres écritures sur les plantes médicinales en Algérie et
dans le Maghreb remontent au 9éme siecle ou Isha-Ben-Amran (docteur du prince de
Kairouan, de la Tunisie) a laissé de divers traités sur la médecine et les drogues

simples (Baba aissa, 2000).

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 & 1962, les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie était publié en 1942 par Fourment et Roques. Ils
ont mentionné 200 especes décrites et €tudiées pour la plupart d’elles dans le Nord
d’Algérie et seulement 6 espeéces du Sahara. Actuellement, les plantes du territoire
algérien sont largement employées dans divers domaines de la santé afin de traiter
plusieurs maladies : diabéte, rhumatisme, minceur et méme les maladies incurables
(Benhouhou, 2005).
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1.3. Exemple sur les plantes médicinales sahariennes

Le Sahara Algérien, réputée par son extréme aridité, avec ses faibles disponibilités en
eau et en plantes, les conditions désertiques atteignent leur plus grande apreté et
présente des formations géomorphologiques différentes Les ressources végétales
spontanées du Sahara constituent une flore d’environ 500 espéces de plantes
supérieures dont une partie reste de nos jours utilisée par les populations locales,
comme plantes médicinales qui possedent des propriétés pharmacologiques qui leur

conferent un intérét médicinal(Slimani et al.,2015).

Tableau 1 : Quelques familles de plantes médicinales sahariennes algériennes.(OULD EL HADJ
et al .,2003)

~Nom Indication Partie Mode d’utilisation
scientifique utilisée
o Constipation, . . .
Aristida pungens maux Partie Macération, tisane
Desf. d’estomac aérienne
indigestion
Cymbopogon Anurie, Rhizome, Infusion, bain
shoenantus odontalgie tige . buccal et
2 (L) , fortifiant souterrain gargarisme
n b eou
w = Spreng.
% % rampante
o T A_ffectu_)n (_jes Feuilles, . .
L_IlJ § voies urinaires tiges et Decoction, tisane
> W Cynodon dactylon et biliaires, rameaux
= ' :
o) (L) Pers. arthrite,
8 rhumatisme
> Panicum turgidum Vulnéraire, Feuilles, Infusion, tisane,
o = blessure, rameaux poudre,
s orsk . :
traumatisme maceration
Anvillea radiata Ref|r0|d|s§ement Feuilles, Infusion,
Coss. Dur. pulmonaire, tiges maceration
indigestion
Troubles digestif
" et respiratoire, Feuilles Infusion,
% Artemisia herba rhumatisme, rameaux, macération
i S alba Asso. obésité, fleurs tisane
Z IS refroidissement,
o) S
a o aromate
w - — -
; Colique, diarrhée, Feuilles Ipfuspn,
c toux, ot décoction,
O Cotula cinerea refroidissement macération,
O rameaux . ]
= Del. broncho- inhalation
pulmonaire
g Indigestion, . Dec,oct;_on,
S . “Haloxylon pigares de Feuilles maceration
g3 articulatum Boiss. scorpion rameaux, ,
cC o !
3 dermatoses, fleurs cataplas(;ne
o dorsalgie. » pomade
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I.4. Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans

I’organisme de la plante. Ils y jouent différents roles, dont celui de moyen de défense
contre les agressions externes. Ces produits du métabolite secondaire sont en de tres
grand nombre, plus de 200 000 structures définies (Hartmann, 2007) et sont d’une
variété structurale extraordinaire, mais sont produits en faible quantité. Ces molécules
marquent de maniere originale, une espece, une famille, ou un genre de plante et

permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Epifanoet al. 2007).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham., 2005), et constituent un des groupes le plus nombreux et
largement distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000

structures phénoliques (Lugasi et al. 2003).

1.4.1. Classification des composés phénols
Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou
bien phytostanols. Les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoides et les
tanins.(Boros, 2010).

1.4.1.1. Les flavonoides
Flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées

répondues chez les végétaux ; on les trouve dissoutes dans la vacuole a I’état
d’hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers, les chromos plastes le
terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant

a la famille des polyphénols. (Bouakaz, 2006).

Ils sont présents dans toutes les parties des veégétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois. Leur fonction principale semble étre la
coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines)
(Bessas., 2011).

Les flavonoides sont constitués de deux cycles aromatiques liés par trois atomes de
carbone qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné. Selon le degré
d’oxydation.les flavonoides sont classés en six classes : anthocyane, flavonol, flavone,

flavanone, isoflavone, flavanol. (Guillouty, 2016).
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Figure 1 : Squelette de base des flavonoides.

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des six classes de flavonoides.

HO
3- hydroxy-2-
B phénylchromen-
4- one
2-
, phénylchromen-
| . 4- one
=i
2.3-dihydro-2-
5 phénylchromen-
= 4- one
_-"t-i""_::_.\_\_ __-'D-\.\_\_ .... L-\--\-H-T_-"']
i E-\"“—"_-::::LTJ --\. I
' »]
Lo 0
B T
2-phényl-3-
g chromanol
{15y
O H

Baies, fruits
rouges, vin

Oignons,
brocolis , tomate,
thé

Tisanes, plantes
aromatiques

Agrumes

Soja,
I[égumineuses

Fruits, cacao, thé,
vin

Données bibliographiques

Cyanidine,
pélargonidine,
Malvidine ;
delphinidine

Quercétine,
kaempférol,
myricétine

Apigénine,
lutéoline

Herpérétine,
naringénine,
ériodictyol

Daidzéinegenistéine

Catéchines,
gallocatéchines
(monomeres),

proanthocyanidines

(polymeéres)
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1.4.1.2. Les tanins
Les tanins sont des polyphénols que I’on trouve dans de nombreux végétaux tel que

les écorces d’arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...), leur structure complexe
est formée d’unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres

asymétriques, leur degré d’oxydation (Bessas,2011).
Les tanins sont divises en deux groupes :

a- Tanins condenses
Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine .Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par

I’absence de sucre (bessas, 2011).

b- Les tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannas en oses et en acide phénol, selon la
nature de celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques
(Boudjouref., 2011).

-Tanins galliques (Gallo tanins) : Ils donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide
gallique.(Boudjouref, 2011).

- Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scindés par les enzymes en oses et en

acide ellagique (Boudjouref, 2011).

1.4.1.3. Les coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent
une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A I’exception
des algues, ces composes sont les constituants caractéristiques du regne vegétal
chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont Légumineuse,
Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard,
1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf

atomes de carbone (Ford et al., 2001).
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1.4.1.4.Les alcaloides

a-définition

La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winter Stein et trier en
1910 : «un alcaloide est un composés organique naturel (le plus souvent d’origine
végeétale), hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire
complexe (Badiaga; 2011).Plus ou moins basique et doué de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose» (Zenk et Juenger, 2007).
Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus
grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 & 12 000 différentes
structures (Roberts et Wink 1998 ; Stockigt et al., 2002).

b- Leurs propriétés

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire
jouent un réle écologique de défense contre des herbivores, ils trouvent cependant
plusieurs applications pharmaceutiques chez ’homme (McCalley., 2002, Silvestrini
et al., 2002, Stockigt et al.,2002) :

— Action sur le systeme nerveux central comme anti dépresseur

— Action sur systeme nerveux autonome

— Action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique a des doses variées.
— Action antitumorale.

1.4.1.5. Saponosides

Le terme saponosides est dérivé du mot savon, ce sont des terpénes glycoslysés,
comme ils peuvent aussi se trouvé sous forme aglycones, ils ont un goQt amer et acre
(Hopkins, 2003). lls existent sous deux formes, les stéroides et les terpéenoides
(Iserinet al., 2001).
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Figure 2 : structure des saponosides.

1.4.1.6. Les terpenes

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de 1’arbre de
terebinth : « Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008).

Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et les stéroides constituent
sans doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des vegétaux
(Bruneton, 2009). Les terpénoides sont des substances généralement lipophiles,
formés par la réunion d’unités pyrophosphate isopenténoides a cinq carbones
provenant de la voie de I’acide mévalonique (Judd et al., 2002 ; Hopkins, 2003).
Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de base qui

composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’assemblage.

1.4.2 Intéréts thérapeutiques des composés phénoliques
Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides

en particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques
comme les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique,
anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire ( Ksouri et al., 2007).

Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox
en jouant un réle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des
radicaux libres, piégeage de 1’oxygeéne, ou décomposition des peroxydes (Nijveldtet
al., 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Berkal et Bouchama, 2016).

D’aprés les études multiples attestant de I’impact positif de la consommation de

polyphénols sur la sante et la prévention des maladies, les industriels commercialisent
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maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des suppléments alimentaires. De
plus, Leur activité anti-oxydante assure une meilleure conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les
composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la
production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides
qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble étre

utilisee  pour des bénéfices spécifiques (Hannebelle et al.,2004)

Page 8



Chapitre 01 synthése bibliographique

Il. Le stress oxydatif

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives
d’oxygéne et la capacité des corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatif
(Halmi, 2015).

Les radicaux libres produits par divers mécanismes physiologiques sont utiles pour
I'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systémes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la
balance antioxydants /peroxydant est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit
par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux,

I'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant ». (Favier, 2003).

I1.1. Les conséquences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des Iésions directes de
molécules biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides,
mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des

métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003).

11.2.Les maladies liées au stress oxydatif
En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant

certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies.
(Georgetti et al, 2003, Atawodi, 2005).Les premiéres catégories du stress oxydant
c’est : Les rhumatismes, 1’arthrite, 1’arthrose, la cataracte, le syndrome de détresse
respiratoire aigu (SDRA), 1’cedéme pulmonaire... et de fagon générale, le
vieillissement accéléré de tissus comme la peau.

La deuxiéme catégorie: Le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les cancers et les
maladies cardiovasculaires. Les problemes principal est que 1’organisme a des
difficultés a réguler les phénomeénes inflammatoires initiés par exemple par la défense

contre une attaque virale ou bactérienne. (Beddou, 2015).

11.3. Activité antioxydante
De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux

libres dii a leur role dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou 1’ischémie,
mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la

dégenérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al. 2005).
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11.3.1. Les antioxydants
Les antioxydants sont l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber

directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces
réactives de lI'oxygene. lls peuvent agir en réduisant ou en dis-mutant ces especes, en
les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant
du glutathion (Favier, 2003).

Chaine Respiratoire

NADPH oxydase 0, H,0, *OH
Xanthine oxydase nyqatlun
Lipides
ONOO- Protéines
T 4 aon
NO.-synthase NQ)s \'0-2

Figure 3 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de

I’oxygeéne.

Il existe deux classes d’antioxydants : les endogénes et les exogénes :

11.3.1.1. Les antioxydants endogénes

Les antioxydants endogenes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase,
catalase et glutathion peroxydase dont les mécanismes sont développés plus haut
(Guillouty, 2016). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade
radicalaire au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant

finalement a la formation d’eau et d’oxygéne moléculaire (Marfak, 2003).

< La catalase
Les catalases sont localisées dans les peroxysomes et sa cible principale est le H,0,.
Cette place est stratégique puisque c’est ici que des enzymes comme les flavines,
I’'urate oxydase, le glucose oxydase et les D-amino-oxydases produisent des radicaux
libres H,O,. L’activité de la catalase est coordonnée avec la concentration en
H,0,(Guillouty, 2016).
2 H,0,—2H,0 + O,
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++ La glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases sont localisees dans le cytosol, le réticulum
endoplasmique et dans la membrane interne des mitochondries. Elles permettent de
réduire H,O, en H,0 en parall¢le de 1’oxydation du glutathion.

2GSH + H,0, —»GSSG + 2 H,0

Quatre glutathion peroxydases a sélénium ont été identifiées : cellulaire,
extracellulaire, intestinale et le phospholipide glutathion peroxydase. (Thérond P.
2003).

+ La glutathion réductase
La glutathion réductase est une enzyme qui catalyse la régénération du
glutathion réduit (GSH) par le co-facteur NADPH.
GSSG +NADPH +H" — 2 GSH + NADP*
Cette enzyme est pleinement intégrée dans le cycle d’élimination de 1’ H,O; utilisant

les couples redox GSSH/GSH, NADP*/NADPH.

+¢ Superoxyde dismutases
Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes utilisant
des métaux comme cofacteurs). Il s’agit d’une des premicres lignes de défense contre
les ERO. Leur cible privilégiée est 1’anion Superoxyde (O2) qu’elle transforme en

peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Guillouty, 2016)

11.3.1.2. Les antioxydants exogénes (naturels)

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants In vivo ont été
proposées. Elles incluent le béta caroténe, I'albumine, 1'acide urique, les cestrogenes,
les polyamines, les flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la
vitamine E...etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur
perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres
(Svoboda et al, 1999).

< Lavitamine E
La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre
les chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines. Le r6le essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux pyroxyles

lipidiques RO,.qui propagent les chaines de peroxydation. La partie active de la
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molécule étant la fonction phénol réductrice. Celle-ci perd facilement un atome
d'hydrogéne et se transforme en radical a-tocophéryle, tandis que le radical pyroxyle
est réduit en une molécule d'hydroperoxyde. De plus, l'a-tocophérol capte les radicaux
su-peroxydes (sous leur forme protonéeHOy), les radicaux hydroxyles -OH, ainsi que
I'oxygéne singuletlO,(Gardés-Albert et al, 2003).

¢ Les polyphénols
Les polyphénols sont capables de pieger des espéces radicalaires et de chélater les
métaux de transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les
oxydations. lls sont cependant présents en faible concentration dans le plasma et sont
principalement retrouvés sous forme conjuguée et donc n’ont probablement que des
effets indirects invivo. Il parait néanmoins que les polyphénols interagissent avec des
cibles protéiques (enzymes, signalisation intracellulaire, récepteurs nucléaires...) ce
qui leur assure des effets anti-athérogéniques, anti-inflammatoires, anti-

thrombotiques, anti-cancérigénes. (stevenson et al., 2007).

I11.Antibiothérapie et résistance bactérienne
L’élimination des micro-organismes pathogenes fait appel a des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des micro-organismes (le plus souvent
des champignons). lls ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide),
ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval., 1992).
Les antibiotiques agissent :
+¢+ Sur la synthése de la paroi bactérienne : en bloquant la Trans peptidase qui
intervient pour synthétiser la paroi des cellules-filles en provoquant la
formation de paroi incomplete aboutissant a I’éclatement de la bactérie.

Exemple : B lactamines, la bacitracine et la vancomycine.

%+ Sur la structure de la membrane cytoplasmique : ils altérent la membrane
cytoplasmique et la dissocient ce qui entraine une fuite du cytoplasme. Exemple :

polymyxine et la colistine.
% Sur la synthese des protéines bactériennes : I’ADN du noyau transmet a I’ARN

messager (ARNm) le code de synthése des protéines. Cet ARNm vient en contact

du ribosome rencontré I’ARN de transfert (ARNt) qui apporte les aminoacides.
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Certains antibiotiques empéchent la libération de I’acide aminé par I’ARNL.
Exemple : les tétracyclines.
D’autres génent la lecture du code de synthése sur I’ARN messager. Exemple :
les aminosides.
Le chloramphénicol inhibe I’enzyme qui permet aux acides aminés codés de
s’assembler en polypeptide utile.
% Sur PADN nucléaire : en génant la réplication de I’ADN.

Exemple : rifampicine, I’acide nalidixique.

I11.1. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

La résistance d’un germe peut exister, si le germe appartient a la méme espéce
(résistance naturelle) alors que la résistance acquise n’intéresse que certaines souches.
Cette derniere se développe au fur et a mesure que I’antibiotique est administré. Elle
se traduit par une augmentation de la concentration minimale inhibitrice. Dans 10%,
cette résistance acquise est due a des modifications génétiques de la bactérie, alors
que dans 90% des cas cette résistance est due a I’acquisition de plasmides qui sont des
molécules d’ADN se trouvant dans le cytoplasme des bactéries. Le transfert des
plasmides se fait par conjugaison, par mobilisation ou par transformation. La
résistance plasmidique permet a la bactérie d’élaborer des enzymes capables de
détruire la molécule d’antibiotique par exemple des B lactamases pour les B
lactamines, des adenylases-acétylase-phosphorylases pour les aminosides, les
tétracyclines, et les sulfamides. Cette résistance des germes aux antibiotiques explique
I’importance de I’antibiogramme qui permet de choisir 1’antibiotique le plus efficace
vis a vis d’un germe déterminé et la mise en évidence des germes multi-résistants dont

la dissémination doit étre évitée en milieu hospitalier (Fatorrusso et al. 2001).

I11.2 Activité antimicrobienne des extraits de plantes
L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la

sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des
mutations chromosomiques ou a 1’acquisition de genes de résistance portés par des
éléments génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons).

Ces résistances ont conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant

une efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté
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par ’organisme d’autre part (sans exercer des effets délétéres sue la santé humaine)
(Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales telles que: fennel (Foeniculum vulgare), peppermint
(Menthapiperita), thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs
non seulement contre les bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les
virus (Jurgen et al ., 2009).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et
identifié les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes, cette étape constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant
I’industries pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang

etal.,2008).
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I. Description botanique

Cornulaca monacantha (fig.4) est un arbrisseau droit, peu rameux, haut d’un meétre a
un metre et demi (3pieds a 4 pieds et demi). Son tronc est nu, épais de deux doigts.
Ses rameaux sont cotonneux, couverts, ainsi que les feuilles, de poils étoilés trés-
serrés et confondus ensemble ; ces rameaux sont garnis d’aiguillons recourbés en
dessous. Les pétioles des feuilles sont canalicules en dessus, garnis de quelques
aiguillons ; la nervure moyenne des feuilles est aussi aiguillonnée en dessus et en
dessous, jusqu’a la moitié de sa longueur : les feuilles sont les unes ovales-arrondies,
planes, longues de 5 centimetres (2pouces), sinueuses, a échancrures tres-légeres,
obtuses ; les autres sont en cceur, avales-aigues, longues de 11 a 14 centimetres (4 a5
pouces), ondulées, a plis enfoncés, échancrées en dent ou lobes larges, triangulaires :
la face inférieure des feuilles est plus pale que la supérieure. La floraison de lieu en

automne (Panckoucke, 1824).

e R o e

Figure 4 : Aspect morphologique de Cornulaca monacantha.( boudbouz Ali)
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I1. Classification systématique
Selon la littérature, la classification botanique de Cornulaca monacantha est la

suivante:

X/
°

Ordre : Caryophyllales

X/
°e

Famille : Chenopodiaceae

e

» Sous famille: Salsoloideae

7
A X4

Genre: Cornulaca

>

» Espece : monacantha

L)

Nom Vernaculaire : Had ; djouri ; tahara

I11. Valorisation de la plante étudiée
Cornulaca monacantha contiennent deux gallotannins connus, penta-O-galloyl-béta-

Dglucose et de 1, 2, 3,6-tétra-O-galloyl -béta-D-glucose (Kandilet al. 1998) et deux
gallotannins nouvellement identifiés: Monacanthin A et B (Kandil et al., 2001)(fig. 5
et 6).
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Figure 5 : structure de monacanthin A.
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Figure 6 : structure de monacanthin B.
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Deux flavonoides connus également sont rencontrés la lutéoline-7-Orhamnoside et
lutéoline-7-O-glucoside,), ainsi que des saponines tri-terpenoidal (Kamel et al.
2000) et tri-terpenes) (fig 7 et 8) (Al- jaberet al.,1991).

R;=H. B->=H. R3:=Glucose

R;=H. R>=H. Ri;=Rhammnose

Figure 7:structure de luteolin-7-O-rhamnoside. Figure 8 : structure luteolin-7-O-glucoside.

V. Utilisation
1V.1 En médicine

Une décoction de feuilles de Cornulaca monacantha est utilisée comme médicament
traditionnel contre les problémes de jaunisse et de foie et comme purgatif. Il est utilisé

aussi pour traiter la gale. (Louis Domeny ,2010).

Dans I’Ahggar comme au Tassili n’Ajjer I’ictére et les troubles hépatiques constituent
I’indication majeure.

Un verre a thé de la décoction des parties aériennes est absorbé, tiede, 3 fois par jour
jusqu’a ce que la conjonctive perde sa couleur jaune. A Djanet I’infusion de plante
fraiche est absorbée en cas d’indigestion jusqu’a obtenir des vomissements qui
soulagent le patient. Un traitement similaire mais curieux des «maladies de foie» est
rapporté: le malade absorbe I’infusion et se met a courir, jusqu’a ce qu’il obtienne un
effet éméto-cathartique (Voinot in Maire, 1933).

Au Sahara central la decoction est appliquée,sous forme de compresses pour les
diverses dermatoses. Pour traiter les abcés on préfere la plante fraiche pilée avec

laguelle on fait un cataplasme. (Maizia, 2015).
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IV.2 En paturage

Fournit une excellente nourriture et paturage pour les chameaux qui ne sont pas
rebutés par les pointes piquantes de la plante.
Cette plante augmente l'approvisionnement en lait produit par les femelles en
lactation. (Louis Domeny, 2010).

IV.3 En Bio adsorption du mercure

Cornulaca monacantha la plante du désert a été utilisée comme un moyen de
dépollution par son role d’adsorption des ions Hg (II) d’eau contaminée apres
traitement & I'acrylamide en milieu alcalin pour former du Cornulaca monacantha
carbamoyléthylé(CECM). Le CECM peut étre considéré comme un bio-polymére
microporeux; par conséquent, les pores sont suffisamment grands pour laisser passer
les ions Hg (IT). Le mécanisme d'adsorption d’Hg (II) sur des adsorbants poreux peut
impliquer quatre étapes: diffusion d'ions a la surface externe de l'adsorbant; la
diffusion des ions dans les pores de lI'adsorbant; l'adsorption des ions sur la surface
interne de lI'adsorbant.(Hashem ,2013).

V. Répartition géographique

La végétation et sa répartition géographique sont dépendantes de plusieurs facteurs :
climatiques topographique hydriques édaphique anthropique cette espéce est surtout
présente dans les zones sahariennes d’Afrique du Nord. Elle colonise surtout les sols
sableux plus ou moins fixés et profonds.(Giazzi et al 1996).

On peut trouver Cornulaca monacantha comme ce présent dans la carte ci-dessous
dans le Maroc, la Mauritanie, 1’ Algérie (trés répondu), la Tunisie, le Niger, la Libye,
I’Egypte 1’ Arabie Saoudite, I’Irak, 1’Iran et le Pakistan.

Pour notre pays elle Assez commun dans le nord Sahara, commun dans le Sahara

central, absent dans les hautes montagnes. (IUCN,2005).
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Figure 9 : répartition géographique de Cornulaca monacantha.
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V1. Mécanismes de résistances de cornulaca monacantha.
VI.1Au vent

Dans les régions ou souffle un vent dominant orienter des structures dunaires et, sur
le sol, la moindre fléché de sable abrité sous le vent du plus petit obstacle, on ne sera
pas surpris de voir les végétaux a leur tour soumis a I’action mécanique d’un flux
d’énergie capable souvent de déformer un individu dés le stade de la plantule. Parfois
c’est la plante adulte toute entiére qui témoigne de telles contraintes et c’est ainsi, par
exemple, que le had (Cornulaca monacantha) recourbé vers le sol a la sorte de celui-
ci, se redresse plus loin pour constituer une touffe parfois puissante, transformé en
butte par un piégeage du sable volant et qui, malgré les apparences, n’est que posée
sur le sol, puisque sa racine se trouve en amont, a 1’extérieur de la touffe, parfois a

une certaine distance (Monod, 1958)

V1.2 A la sécheresse

La tolérance a la sécheresse est la capacité de la plante a résister avec un potentiel
hydrique réduit du tissu végétal. Cornulaca monacantha est un exemple de tolérance
a la sécheresse, elle peut pousser dans les zones arides et hyper arides. La plante a été
surmonté le stress de la sécheresse par I'accumulation des hydrates de carbone totaux,
un osmolytes organique comme la proline et la glycinebétaine. En plus de
l'accumulation de Na® comme osmolyte inorganique, qui peut déplacer K* dans

certains processus métaboliques. (Mohamed, 2016).
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I.  Matériel biologique

I.1. Matériel végétal

1.1 Choix de la plante Cornulaca monacantha

Le choix de la plante n’est pas basé sur le seul hasard, mais selon un choix bien ciblé.
Le plus visé est la valorisation des plantes médicinales sahariennes en vue de leur
exploitation dans des activités thérapeutiques diverses (activités antimicrobiennes,
cytotoxiques, anti-inflammatoires.....). Il est a noter que I’un des buts essentiels de
I’examen phytochimique est la détection des composés existants dans la plante ce qui

constitue la premiere étape dans la recherche des molécules bioactives.
1.1.2 Collecte et préparation de I’échantillon végétal

La cueillette, de I’espece Cornulaca monacantha Delil (partie aérienne et
racinaire) appartenant a la famille des Chenopodiaceae a été effectuée le mois de
Janvier 2018 dans une station geographique située dans le grand erg oriental saharien.
Ce dernier s’étend dans le bassin des anciennes rivieres Igharghar et Ghir qui
coulaient vers le nord depuis le massif de 1’Ahaggar dans la grande dépression du
Chott Melrhir. Les limites du Grand Erg Oriental sont : au sud, le plateau du
Tinrhzert, la hamada al Hamra en Libye, a D’est, et la grande dépression du Chott
Melrhir et du Chott el Djérid au nord, dont des parties se trouvent en dessous du

niveau de la mer.

Les coordonnées de la station de prélévement se situent entre les latitudes 30° 05° N
et 30° 25’ N et la longitude de 007 20’ E et 007° 50" E. a environ 215 km au sud-est
de la ville de Hassi Messaoud- Wilaya d’Ouargla- Algérie (fig10.).

La plante a été débarrassée de tous éléments éetrangers, et placée dans des sacs en
plastique. L’identification de ’espéce a été faite par Pr. Zaafour, Université Badji-
Mokhtar, Annaba (Algérie). Au laboratoire ’espéce végétale a été rincée a 1’eau
distillée, séchée a I’abri de la lumiére, ensuite broyée en poudre par un moulin
électrique, puis conservee dans des bocaux en verre sombre fermé hermeétiquement en

vue des tests phytochimiques et biologiques.
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Figure 10 : Localisation du site du prélévement de I’espéce Cornulaca monacantha.

I1.Expérimentations

11.1. Mise en évidence de la composition phytochimique
11.1.1 les alcaloides

5¢g de la poudre végétale, dans un erlenmeyer de 250ml, sont mélangés avec 50ml de
H,SO, dilué au 1/10. Aprés agitation puis macération pendant 24 h a température
ambiante. Le mélange est filtré sur papier filtre avec lavage a 1’eau distillé de maniére
a obtenir 50ml de filtrat. (Dohou et al., 2003).

11.1.1.1Réaction de caractérisation

On introduire 1ml de filtrat, dans un tube essai, aprés on ajoute 5 gouttes de réactif
MAYER, la formation d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des
alcaloides.1ml de filtrat plus 5 gouttes de réactif WAGNER, s’il apparait un précipité

brun c’est qu’on est en présence des alcaloides. (Dohou et al.,2003).
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11.1.1.2 Test de confirmation

2.5g de poudre végétale est introduit dans un ballon de500ml, puis on verse 25ml
d’acide chlorhydrique (0.05N). Le mélange et laissé en macération sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 24h, puis on filtre et on lave a I’eau
distillée.la solution obtenue est ensuite ajustée a 20ml puis On réalise les deux tests
MAYER et WAGNER. (Dohou et al. ,2003).

11.1.2 Les flavonoides

Dans une fiole, on dispose 3g de poudre végétale avec 75ml d’eau distillée. Le
mélange est porté a ébullition pendant 15min, puis on filtre sur papier filtre et on
laisse refroidir (Edeogal et al, 2005).

11.1.2.1 Coloration en milieu alcalin

A 2ml d’extrait on ajoute quelques millilitres de soude au 1/10. Le test positif est

révélé par I’apparition d’une couleur jaune orangé (Okmu, 2005).
11.1.2.2Coloration par perchlorure de fer (feCls)

A 2ml de solution extractive on ajoute 2 & 3 gouttes d’une solution de feClz & 2%.

Le test positif est révélé par I’apparition d’une couleur verdatre (Okmu, 2005).

11.1.3 Les saponosides

Le principe consiste a déterminer 1’indice de mousse persistante pendant 20 min d’une
décoction aqueuse a 5%.Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 al0,
introduire successivement 1, 2, 3,...,10 ml de décocté. Ajuster le volume de chaque
tube a 10 ml avec de I’eau distillée. Chaque tube est agité horizontalement pendant 15
secondes puis laisse reposer pendant 15 min. On reléve ensuite la hauteur de la
mousse persistante en cm. Si celle-ci est inférieure a 1 cm dans tous les tubes, 1’indice
est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur de la mousse est égale a 1 cm
représente I’indice recherché. Si elle est proche de 1 cm dans le X*™ tube, on calcule

I’indice de mousse par la formule suivante :

| = hauteur de mousse (en cm) dans le X*™ tube x 5 / 0,0x
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La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100.
(Beddou, 2015).

11.1.4 Les glucosides

2.5g de poudre végétale est introduite dans 50ml d’acide tartrique, aprés chauffage
pendant 2 heures, on filtre la solution sur papier filtre avec un lavage a 1’éthanol. Puis
on met le filtrat dans de 1’eau chaude. Dans un tube on ajoutea2ml de filtrat
2gouttesde liqueur de Fehling, puis on chauffe. La réduction de la liqueur de Fehling

indique la présence des glucosides (Chaouch, 2001).
11.1.5. Les Coumarines

1 g de poudre végétale est placé dans un tube, en présence de quelques gouttes d’eau.
Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres

examen sous UV.

11.1.6. Les Mucilages
On introduit 1 ml du décocté a 10% dans un tube a essai et on ajoute 5 ml d’éthanol

absolu. Apres une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux indique

la présence de mucilages. (Karumi et al., 2004).

11.1.7. les Tanins
Dans un erlenmeyer, on disperse 5g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante, apres
infusion pendant 15 min, on filtre et on compléte le filtrat & 100 ml avec de 1’eau

distillée.
I1.1.7.1Caractérisation par le chlorure ferrique

A 5 ml de filtrat, on ajoute quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique
(FeCl3) a 2% puis on agite le mélange. Le test positif est révélé par I’apparition d’une

couleur brun-vert. (Karumi, 2004).

Page 24



Chapitre 03 Matériel et méthodes

11.1.7.2 Différenciation des tanins

A. Tanins catéchiques A5ml de solution, on ajoute 5 ml d’HCI concentré.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 15 min, puis on filtre sur papier filtre. En

présence de tanins catéchiques, il se forme un précipité rouge.
B. Tanins galliques

A 30 ml de solution, on ajoute 15 ml de réactif Stiasny (10ml de formol & 40% et
5 ml d’HCI concentré), puis on chauffe le mélange au bain-marie a 90°C pendant 15
min. Apreés filtration, le filtrat est saturé par 5 g d’acétate de sodium. Par la suite, 1
ml de FeCl; a 1% est ajouté goutte a goutte. L’obtention d’une teinte bleue noire

montre la présence de tanins gallique.

11.1.7. Stérols et tritepénes

Mis en évidence par la réaction de Liebermann. 5 ml d’extrait sont évaporés. Les
résidus obtenus sont dissous a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique ; 5 ml d’acide
sulfurique concentré ajoutés aux triturdt. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau

violet ou virant au marron puis au vert, indique une réaction positive. (beddou, 2015)

11.2 Préparation de ’extrait

L’extraction est réalisée par macération des deux parties aérienne (2509) et racinaire
(24qg) dans le méthanol a 85% pendant 24h, suivie d’une filtration. Cette opération est

répétée trois fois.

Le mélange des trois filtrats est évaporé a basse température (35 °C) dans un rot a
vapeur, le résidu obtenu est mis dans des flacons hermétiquement fermés, puis

Iyophilisé. Le lyophilisat est pesé afin de calculer le rendement d’extraction.
» Calcul du rendement

Le rendement de I’extraction est le rapport entre le poids de I’extrait obtenu et le
poids initial de la plante utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par
la formule suivante :
Frl
R =—>> 100
Trig

R : le rendement en %m : la masse de 1’extraitmg : la masse initiale de la plante.
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I11. Dosage des polyphénols et flavonoides de C.monacantha
I11.1 Dosage des phénols totaux
111.1.1 Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec
un spectrophotométre en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu .Les composés
phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange d’acide
phosphotungstique (H;PW,,040) et d’acide phosphomolybdique (H,PMO,, Og) est
réduit, lors de I’oxydation des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe
(Ws0,”) et molybdéne (MOg’). La coloration produite, dont 1’absorption maximum est
comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
111.1.2. Protocole

Dans des tubes a essais, on mélange 200ul de I’extrait dilué avec 1000 pl de Folin-
Ciocalteu dilué (1/10). Apres agitation, le mélange est incubé pendant 4 min. a
température ambiante, ensuite, on ajoute 800ul de Na,COsa (7,5%).Apres 2 h

d’incubation 1’absorbance est mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.
111.1.3. Expression des résultats

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, cette derniere
est établie avec le standard étalon d’acide gallique (0 — 200 pg/ml), les résultats sont
exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg

EAG/g). 2 essais sont réalisés pour notre extrait.

111.2.Dosage des flavonoides

111.2.1 Principe
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La formation d’un complexe jaunatre, lors de 1’ajoute du chlorure d’aluminium, est
due & la fixation des ions Als" sur les atomes d’oxygéne, présents sur les carbones 4 et
5 des flavonoides. (Bahorun et al., 1996).

La quantité des flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le flavonoide
prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour la
détermination de la teneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al.,
1996).

111.2.2 Protocole

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al. ., 2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. Le protocole de dosage est le
suivant: Dans des tubes a essai, on mélange 1000ul d’extrait dilué avec 1000 ul de
solution d’AlCl3 (2%). Aprés 10minutes d’incubation a température ambiante et a

I’abri de la lumiére, la lecture des absorbance est faite a 430 nm.
111.2.3 Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire réalisée par la Quercétine a différentes concentrations (0 — 40 ug/ml) dans les
mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes
d’équivalent de Quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g). 2 répétitions sont

effectuées pour le présent parameétre. (Djeridane et al. ., 2006)

IV. Estimation du pouvoir anti-radicalaire par la méthode au DPPH
IV.1Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé
a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la
couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a

donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002). Le test a été utilisé par Blois (1958).
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On peut résumer la réaction d’un antioxydant avec le radicale DPPH sous la forme de

1’équation (Lounis et khalfalah, 2005)
DPPH + (AH), — » DPPH-H+ (A"),
Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH

(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (fig.11)(Brand-
William etal.,1995).

+ Antioxvdant-OH . " + Antoxvdant-O

HH

DPFFH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 11 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl).

1VV.2 Mode opératoire

1ml de solution méthanolique de DPPH est ajouté a Iml de la solution d’extrait, le
mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température ambiante
et a I’obscurité pendant 30 min. (Cristina et al., 2009).

Le témoin négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique de DPPH et 1 ml
de méthanol, Le témoin positif est représenté par une solution méthanolique d'un
antioxydant standard: 1’acide ascorbique.

La longueur d'onde d'absorption maximale a été préalablement déterminée. Toutes les
lectures sont effectuees a 517 nm.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% Activité anti radicalaire = (Abs contréle - Abs échantillon / Abs contréle) x 100

Les résultats sont la moyenne de deux mesures séparées + écart type.
» Calcul des IC50
Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la

réactivité est estimée par la concentration effective 1C50. Ce parametre est défini
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comme étant la concentration d’extrait nécessaire qui cause la perte de 50% de
I'activité de DPPH.

L’IC50 est calculée graphiquement par la régression linéaire de graphe tracé ;
pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions

testées (Molyneux, 2004).

V. Activité antibactérienne
La médecine traditionnelle par les plantes jusqu’a aujourd’hui continue d’étre utilisée
par une grande partie de la population dans la plupart des pays en développement. Si
ces utilisations sont justifiées par des effets validés sur les bactéries, les plantes
pourraient étre des sources de biomolécules actives exploitables. (Beddou, 2015).

Dans cette partie, nous recherchons d’étudier I’effet antibactériens de nos extraits

sur 21 souches testées.

» Propriété des souches bactériennes
L’activité antibactérienne est réalisée sur 21 souches (cliniques et de références) de
pathogénicité et de résistance aux agents antibactériens connues. Toutes les souches
cliniques proviennent de 1’hopital Tbn Zohr -Guelma-, & I’exception des especes :
Staphylococcus epidermidis, ,Acinetobacter baumannii et Proteus sp qui sont
procurées de I’hopital El Hakim Okbi de la méme wilaya. Le tableau suivant
récapitule le pouvoir pathogéne des souches sélectionnées.

Tableau 3 : souches bactériennes et pathogénicité.

Espece Pouvoir pathogénes

Escherichia coli infections urinaires
Plaies
Septicémies

Pseudomonas aeruginosa Infections respiratoires
Infections pulmonaires et
urinaires
Septicémies

Klebsiella pneumoniae Infections pulmonaires et
urinaires
Septicémies
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Suit de tableau 3 : souches bactériennes et pathogeénicité

Espéce Pouvoir pathogenes

Staphylococcus aureus

infections cutanées, abces
Ostéites, Endocardites
Septicémies

Infections pulmonaires
Intoxications alimentaires

Citrobacter koseri

Infections urinaires Septicémies

Acinetobacter baumannii

Infections cutanées infections

respiratoires

Enterobacter clocae .

Infections urinaires
plaies

V.1 Culture et repiquage des souches bactériennes

Les bactéries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus dans

des tubes contenant un milieu de culture ordinaire puis incubation pendant 18 h a

37°C. La culture des bactéries faisait dans les milieux présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Milieux de culture utilisés.

Notre Utilisation

Le Milieu Définition
La gélose permet la culture de micro-organismes en
nutritive microbiologie. Ce milieu est dit non sélectif

car il ne permet pas de sélectionner une
souche bactérienne précise.

-Repiquage
-Détermination de CMB

Bouillon
Nutritif

Est un milieu largement utilisé pour la culture
des micro-organismes

>
>

Revification
justification de la
densité optique d’une
suspension
bactérienne & fin
d’obtenir une charge
de lordre 0.5 Mc
Ferland.

Mueller Hinton

milieu de référence pour I’étude de la
sensibilité des germes aux antibiotiques et
toutes autres substances qui possedent une
activité antibactérienne.

>
>
>

Controle négative
Contro6le positive
Détermination de
I’effet de 1’extrait sur
les bactéries
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V.3 Préparation des suspensions bactériennes

L'ensemble de la procédure de la préparation de l'inoculum est effectuée selon les
normes proposées dans le dernier projet de la commission de la Pharmacopée
européenne (EP), 2005. Des tubes a vis contenant de la gélose nutritive incliné sont
ensemenceés sur la surface par des bactéries, puis incubés a 37°C pendant 18-24h.

A partir de ces tube, et & ’aide d’une anse de platine quelques colonies sont prélevées
et mises dans 5 ml de bouillon nutritive, cette suspension bactérienne est bien
homogénéisée, puis la densité optique est lue a 660nm et justifier entre 0.08 40.13nm

a fin d’obtenir une charge de 1’ordre 0.5 Mc Ferland.

V.2 Mode d’ensemencement des souches bactériennes

Afin de réaliser les tests du control positif et négatif, ainsi que 1’aromatogramme,
I’ensemencement doit se faire au moins 15 min aprés la préparation de I’inoculum. A
I’aide d’un écouvillon stérile chargé de la suspension bactérienne, on étale la surface
entiére de la gélose MH a deux reprises dont le but d’avoir une distribution homogéne

de ’inoculum.

V.3 contréle négatif

Aprés ensemencement du MH par la suspension bactérienne (0.5 Mc Farland), des
disques stériles de papier Whatman N° 1 de 6 mm de diamétres sont déposés en
surface, par la suite un volume de 20 pl du solvant (méthanol a 85%) est déposé sur
les disques, les boite ainsi, sont incubées durant 24 heures & 37 C. Aprés incubation,
les diamétres d’inhibitions formés sont mesurés. 2 répétions sont réalisées pour

chaque diluant (Lesueur et al., 2007).

V.4 Antibiogramme ou contrdle positif

A T’aide d’une pince stérile, des disques d’antibiotique (Chloramphénicol 30ug,
Amoxiclave30ug, Gentamycine 30ug, vancomycine30 ug) sont déposé a la surface de
la gélose MH ensemencée par les différentes souches sélectionnées, par la suite les
boites sont incubées 24h a 37°C, aprés incubation, les diamétres d’inhibitions formés
sont mesurés et comparés aux diameétres critiques, 2 répétitions sont réalisées pour

chaque antibiotique. (Hussain et al., 2010).
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Tableaus: Diamétres critiques des antibiotiques utilisés (SFM,2012)

Antibiotiques Charge des Diameétre critiques
disques Sensibles Résistantes
Chloramphénicol | 30 >21 <14
Amoxiclave 30 >17 <17
Gentamicine 30 >16 <14
Vancomycine 30 >23 <19

V.5 Potentiel antibactérien de Cornulaca monacantha
L’activité antibactérienne de 1’extrait de la plante est évaluée par deux méthodes de
référence:

e Latechnique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques).

e La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les

Concentrations minimales Inhibitrices (CMI).

V.5.1 Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques)
La technique retenue est celle de (Bauer et al.,1966) rapportée par (Vilas et Kamble,
2012) avec quelques modifications. L’extrait méthanolique de la plante a été
solubilisé dans le méthanol (85%) ou le DMSO a une concentration de 100%. A
partir d’une culture pure fraichement préparée obtenue aprés 24h a 35°C, une
suspension standardisée est préparée. Apres ensemencement, des disques stériles de 6
mm de diamétre chargés de 20 pl d’extrait testé par deux concentrations (10et30
mg/ml) ont été déposés a la surface du milieu MH coulé en boite de Peétri (des
répetitions ont été faites a raison de 3 disques par boite).Ces boites sont laissées 2 h au
réfrigérateur, puis incubées a 37°C pendant 24 h.
» Lecture

L’activité antibactérienne de ’extrait testé est visualisée par apparition d’une zone
d’inhibition autour des disques. Cette zone d’inhibition est mesurée en mm (fig.12).
La lecture des résultats est faite comme suite (Djabou et al., 2013).

e Résistante (-) : diameétre < 6mm

e Modeéerément sensible (+) : diamétre compris entre 7 et 14mm.
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e Sensible (++) : diametre compris entre 14 et 20mm.

e Extrémement sensible (+++) : diamétre [1 20mm.

Disque imbibé par extrait
solubilisé soi dans le
méthanol ou dans le DANISO

& O
{ e e
|
O O Incubation a 37°C O O
/—a pendant 24 heures :
Inoculum bactérien :
v

e
Bnlte pitckmyec ML Dimatre i Galalisisan

Figure 12: la méthode diffusion sur gélose Muller Hinton.

V.5.2 Méthode de microdilution en milieu liquide
La microplaque a 96 puits permet de déterminer les concentrations minimales

inhibitrices (CMI) de I’extrait végétal. Dans les puits des colonnes 1 a 10, nous
introduisons 100uL de (bouillon nutritif (BN) + suspension bactérienne), puis nous
ajoutons 100ul de I’extrait végétal (30mg/ml) dans le 1% puit, nous procédons a des
dilutions de 100uL de puits a puits a partir dul® puits, a I’aide d’une micropipette.
Les deux derniers puits représentent les témoins  (11°™ puit est le témoin négatif
avec 100pl méthanol a85 % et 100ul de suspension. Tandis que, le 12°™ puit
représente le témoin de stérilité qui contient 100ul extrait 30(mg/ml) et 100pl
méthanol a 85% (fig.13). Les microplaques couvertes sont incubée a 37°C pendant 18
a 24 heures. (EUCAST, 2003).

» Lecture
L’interprétation des résultats est effectuée en fonction de 1’absence ou de la présence
de turbidité dans chaque cupule. La CMI est donc la plus faible concentration de la
substance pour laquelle il n’y a pas de croissance visible des germes étudiés a 1’ceil nu

(EUCAST, 2003).
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100 pl (Bouillon nutritif + Inoculum bactérien)+100ul d’extrait

|

—
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Figure 13 : Détermination de la CMI par la méthode de micro dilution en milieu liquide.

V.5.2.1 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration d’une

substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. A I’aide d’une anse calibrée

a 2ul, les contenus des puits dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été

prélevés et ensemencés sur une gélose nutritive en commencant par le puit de la CMI.

L’ensemencement a été fait par stries paralléles de 5 cm de long a la surface de la

gélose. Les cupules des témoins positif et négatif ont également été ensemencées sur

le méme milieu gélosé pour s’assurer de I’absence d’une croissance bactérienne.

Aprés 24 h d’incubation a 1’étuve a 37 °C. La CMB de nos extraits est déduite a partir

de la premiére boite dépourvue de bactérie (fig.14). (Licina et al., 2013)

EH B E BB E E EE

DETERMINATION DE CMB

croissance
2
CWIB

EDCE O OD

Absence totale de

Figure 14: Exemple de détermination de la concentration minimale bactéricide.
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» Caractere bactéricide et bactériostatique
Pour définir le caractére bactériostatique ou bactéricide d’une substance, il est
possible de calculer le rapport CMB/ CMI. Si le rapport est inferieur a 4, I’extrait est
considérée bactéricide (Guinoiseau, 2010).
Pour d’autres auteurs si les valeurs de CMB sont équivalentes aux valeurs de CMI
cela implique que I’effet est bactéricide, et si les valeurs de CMB sont plus élevées
aux valeurs de CMI cela signifie que I’effet est bactériostatique (Cosentino et
Tuberoso, 1999 ;Randrianarivelo, 2010).

Page 35



Chapitre04 résultats et discussions




Chapitre04 résultats et discussions

. Résultat du criblage phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
quelques métabolites secondaire au niveau des tissus de la plante de Cornulaca
monacantha Delil .La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de
solubilités des constituants, des reéactions de précipitation et un changement de

couleur (Kanoun, 2011).

Le tableau, ci-dessous, présente les résultats obtenus au terme des tests préliminaires
pour le criblage phytochimique des 2 parties: aérienne et racinaire de 1’espéce

Cornulaca monacantha.

Tableau 6 : Résultats du screening phytochimique de I’espéce végétale sélectionnée.

Meétabolites secondaires Partie aérienne Partie racinaire

Alcaloides - NR
Flavonoides ++ ++
Tanins ++ + NR
Coumarines 4+ ++
Saponosides +++ NR
Stérols et tréterpens ++ ++
Glucosides +++ + ++
Mucilages - NR

(+) Présence,(++) Présence moyenne, (+++) Forte Présence,(-) absence.(NR) : non réalisé

L’examen phytochimique réalisé sur les parties aérienne et racinaire de
Cornulaca monacantha révéle une composition similaire dans les 2 compartiments
illustrée par la présence en force des : coumarines, saponosides, flavonoides. Tandis
que les tanins galliques, stérols et tritepénes, et glucosides sont moyennement

présents. Une absence des mucilages et d’alcaloides est toutefois signalée.
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La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique

laisse prévoir des activités pharmacologiques intéressantes de la plante étudiée.
Il s’agit essentiellement:

e Saponosides : en quantité importante confére aux plantes des propriétés

analgeésiques et anti-inflammatoires (Roux et al., 2007).

e Flavonoides : ils constituent un groupe de substances trés importantes qui
présentent un grand intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés
antioxydante, antivirale, antibactérienne, tinctoriale, les prédestinent a des utilisations

dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires, et cosmétiques (Pietta, 2000).

e Les tanins: sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto
oxydation des lipides. lls ont aussi la propriété de tanner la peau par création de
liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de collagéne (Smythies, 1998).
Ces tanins permettent aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les

infections (Iserin, 2001).

Notre criblage phytochimique est en accord avec les résultats d’un screening
phytochimique effectué sur la méme espéce collectée des terres de I’ Arabie Saoudite,
sauf exception des alcaloides qui ont été détectée par rapport a la nétre (Al-Yahya et
al., 1983). De méme 1’étude de Kandil et ses collaborateurs (2001) rajoute que la
partie aérienne de Cornulaca monacantha est composée principalement de
flavonoides, tannins, tritepénes et glycosides.

I1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a partir de 250g du matériel vegétal de la partie aérienne
et 24g de la partie racinaire de Cornulaca monacantha, ainsi que le poids du résidu

obtenu sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7 Rendement de I’extraction.

Le résidu Partie aérienne Partie racinaire
Rendement (%) 4,54 0.05
Rendement (g) 11.36 1.20
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L’extrait méthanolique de la poudre de Cornulaca monacantha a donné un
rendement de 1’ordre de 11.36g, ce qui correspond a un pourcentage de 4.54 % pour la
partie aérienne et un rendement égal a 1.20g, correspondant a un taux de 0.05%.
Cependant, les rendements des extraits secs varient non seulement d’une plante a une
autre de la méme famille mais également en fonction du solvant d’extraction, la taille
des particules et le coefficient de diffusion du solvant, et aussi peut étre due a la

différence des techniques d’extractions (Lee et al., 2003).

I11.1 Résultat du dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de notre extrait a été réalisée
selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. (Djeridane et al., 2010). Dont
le but est I’estimation des quantités en polyphénols présentes dans la plante. Cette
méthode est avantagée pour les raisons suivantes ; ¢’est une méthode qui satisfait aux
criteres de faisabilité et de reproductibilité, la disponibilité du réactif de Folin et la
méthode qui est bien standardisée, la grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du
chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui
est souvent coloré, c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche

d’antioxydants alimentaires a travers le monde (Huang et Prior, 2005).

La courbe d’étalonnage (fig. 15) montre une linéarité de 1I’absorbance en fonction des
concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes d’extrait ont été es en

équivalent gramme d’acide gallique.

1,6

1,4 y=0,006x- 0,000
1’2 R==10,992

65

0,8
0,6 'Y
0,4
0,2

absorbancea 7

0,2 0 50 100 150 200 250

concentration ng/ml

Figure 15: Droite d’étalonnage de I’acide gallique.
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partie aérienne de la plante. Ce résultat montre que Cornulaca monacantha est

moyennement riche en composés phénoliques.

111.2 Résultat du dosage des flavonoides
Les absorbances des différentes concentrations de 1’extrait hydro-méthanolique
de Cornulaca monacantha lues, en utilisant la quercétine comme standard, nous a

permis de tracer une courbe d’étalonnage présentant ainsi, 1’équation :

Y=0.042x+0.039

2
1.8
1,6 y=0,042x+ 0,039
1,4 R?*=0,996

1,2

0,8
0,6
0.4
0,2

absorbance a330nm

0 10 20 30 40 50

concentration pg/ml

Figure 16: Droite d’étalonnage de la quercétine.

A partir de cette courbe (fig. 16), une teneur de flavonoides équivalente a

6.82+ 0.04 mg EQ/g d’extrait a été déterminée.

Les résultats de I'analyse colorimétrique des composeés polyphénoliques montrent
que la plante C.monacantha est moyennement riche en polyphénols. Jusqu’ici peu
d’études ont ¢été réalisées sur la quantification des polyphénols dans les extraits du
C.monacantha. En revanche, Rechad (2009) rapporte que la teneur en polyphénols de
Fredolia aretiodes espece appartenant a la méme famille des Chenopodiaceae est
plus importante que les nétre, ou la valeur calculée est de 1’ordre de 110.92mgEAG/g

d’extrait.

Pour les flavonoides F.aretiodes présente plus que le double (16.98 mg EQ/g

d’extrait) par rapport a ceux relevés (6.82 mg EQ/g d’extrait) dans la partie aérienne
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de C.monacantha. Cette variation quantitative du contenu polyphénolique et

flavonoique entre les deux plantes peut étre liee aux facteurs climatiques

Et environnementaux comme la zone géographique, la sécheresse et le sol.
(Ebrahimi et al., 2008), le stade de développement de la plante, la méthode
d’extraction et de quantification peuvent également influencer la teneur en phénols
totaux et flavonoides (Lee et al., 2003). D’autres études récentes montrent que les
facteurs genétiques et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en

polyphénols et flavonoides (Podsedek, 2007).

Il convient de dire bien que les teneurs en composés phénolique constituent un
facteur de valorisation de la capacité antioxydante des espéces véegétales, la qualité de
ces molécules serait beaucoup plus intéressante puisqu’elle détermine I’ampleur de

leurs propriétés biologiques (Bettaieb et al., 2016).

IV. Evaluation de Pactivité antioxydante

La méthode au DPPH a recu la plus grande attention en raison de sa rapidité,
sensibilité, commodité et de sa reproductibilité et plus fréqguemment appliquée pour
I'évaluation préliminaire du potentiel antioxydant de diverses substances naturelles.
(Nur Alam et al., 2013).Apres mesures spectrophotometriques, les valeurs obtenues
ont permis de tracer des courbes (fig.17) ayant une allure exponentielle avec présence
d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH en sa forme
non radicalaire. A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages
d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur de
I’IC50 (EC50) pour notre extrait. Plus la valeur de I’IC50 est petite, plus 1’extrait
possede une bonne activité antioxydante.
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Figure 17 : effet antiradicalaire de C.monacantha sur le radical DPPH.

L’extrait méthanolique de la partie aérienne de C.monacantha a montré un pouvoir
antioxydant important en comparaison avec la vitamine C. Ceci est montré par
I’allure de graphe qui correspond a une courbe exponentielle avec la présence d’une
phase stationnaire qui définit la réduction presque totale du radical DPPH en sa forme
non radicalaire. A une concentration de 2mg/ml, le pourcentage de réduction du
DPPH est de 93.32% contre  96.10 %relevé pour I’acide ascorbique. L’IC50

calculée présente une valeur de 0.5 mg/mi

Nos résultats relatifs a cette activité sont meilleurs par rapport a ceux
rencontrés dans 1’étude d’Ibrahim (2011) réalisées en Egypte, qui montre un
pourcentage antiradicalaire de 41.03 En outre, lonut (2016) rapporte que Cornulaca
monacantha est une plante qui n’a presque pas d'activité antioxydante, il est
important de signaler que son échantillon collecté de la Tunisie est soumis a des
conditions expérimentales différentes. Chimi et ces collaborateurs (1991) ont
démontré que les composés polyphénols se dégradent avec le temps et la température

et par pour consequent, il y aura une diminution de leur activité antioxydante.

Par ailleurs, La forte activité d’un extrait est attribuée a sa richesse en composeés
phénoliques. Cet extrait contient plusieurs molécules bioactives telles que les
polyphénols, les flavonoides et les tannins. En effet, une étude réalisée par Kang et
al.,(2003) a suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits végétaux

contribuent a I’augmentation de 1’activité antioxydante.
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V. Evaluation de ’activité antibactérienne
Dans cette étude, nous avons examiné l'activité antibactérienne de 1’extrait

méthanolique de Cornulaca monacantha contre 21 souches bactériennes appartenant
a des especes différentes par la méthode de diffusion en milieu gélosé et par une

technique de microdilution dans le but de définir une CMI.
V.1 Test du DMSO et/ou Méthanol

Le test négatif réalisé avec le DMSO testé par deux concentrations (10% ,100%) et le
méthanol a 85% sur les 21 souches bactériennes montre que ces solvants n’ont aucun

pouvoir antibactérien sur ces micro-organismes.
V.2 Antibiogramme

Les résultats de 1’antibiogramme effectué afin de connaitre les comportements

des souches isolées vis-a-vis des antibiotiques sont presentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Résultats d’un antibiogramme

Souchestestées Diamétres d’inhibition (mm)

Chloramphénicol Gentamicine Amoxiclave Vancomycine ‘
Acinetobacter baumannii IH 240 11+0 0 0
Acinetobacter baumannii IF 10+0 6+0 0 0
Citrobacter koseri IH 4+ 4 14+0 0 910
Citrobacter koseri P 29+0 8+0 0+0 4,5+ 0.5
E. coli IH 0 1140 0 710
E. coli IF 0 11,5+ 0.5 0 0
E. coli ATCC 25922 250 14+0 0 0
Enterobacter cloocae IH 24+0 9+0
Enterobacter cloocae 250 1140 0
Klebsiella oxytoca 0 70 0 0
Klebsiella pneuoniae 1U 240 10+0 0 0
Klebsiella pneumoniae P 0 7+0 0 0
Klebsiella pneumoniae 24+0.5 20+0 0 0
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carbapenemase

Proteus sp. 0 15 0 0
Pseudomonas aeruginosa IH 8 25+0.5 0 0
Pseudomonas aeruginosa IF 20 19+0 0 0

S. aureus P 24+0.5 21+0 0 0

S. aureus ATCC 25923 0 13+0.5 0 0

S. aureus ATCC 43300 0 250 0 10+0
S.aureus 1U 23+0 11+0 0 0

S. epidermidis 280 12+0 0 0

On remarque que la série d’ATB testée a un effet variable sur les souches

cibles, ils ont un effet inhibiteur sur certaines et sont soumis a une résistance avec

d’autres. En se basant sur les diamétres critiques, on peut dire que :

>

L’ensemble des souches s’est avéré résistant a 1’égard de I’amoxiclave et la

vancomycine.

Le chloramphénicol exerce un effet puissant sur toutes les souches, a
I’exception de : Klebsiella oxytoca, Escherichia coli IH, Escherichia coli IF,
Pseudomonas. aeuoginosa, Acinetobacter baumannii, S. aureus ATCC 25923,
S. aureus ATCC 43300, Citrobacter koseri IH Proteus sp. et Klebsiella

pneumoniae P

Sur la totalité des souches testées, seulement: Klebsiella pneumoniae IH
klebsiella pneumoniae carbapenemase, Pseudomonas aeruginosa IH,
Pseudomonas aeruginosa IF, S. aureus et S. aureus ATCC 43300 sont

sensibles vis-a-vis de la gentamicine.

Ces mécanismes de réponse différentiels entre les souches cibles vis-a-vis des

antibiotiques dépendent principalement de 1’¢tat cellulaire de la bactérie.

Le chloramphénicol est un antibiotique bactériostatique de la famille des phénicol

qui agit principalement sur les bactéries a Gram+ et Gram-, la résistance a 1’égard

de cette antibiotique est due a I'imperméabilité de la membrane extérieure (pour

les bactéries a Gram négatif) ou la membrane cytoplasmique (pour toutes les

bactéries).
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Pour la Gentamicine, ce bactéricide de la famille des Aminosides et Aminocyclitol
agit principalement sur les bactéries a Gram+ (Staphylococcus aureus meti-R

Staphylococcus aureus méti-S) et Gram’.

V.3Résultats de IP’activité antibactérienne de D’extrait méthanolique de C.

monacantha sur les souches testées

L’¢étude in vitro du pouvoir inhibiteur de I’extrait hydro- méthanolique a été aussi
bien qualitative par I’estimation du diamétre de la zone d'inhibition autour des disques

et quantitative par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
V.3.1 Méthode de diffusion sur disque

L’essai de I’activité antibactérienne de C. monacantha évaluée par la méthode
de diffusion sur disque, nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien

des extraits.

Tout d’abords les extraits ont été testés avec une concentration initiale de 10
mg/ml du méthanol et/ou le DMSO sur les souches sélectionnées, par la suite on a
constaté d’une part de faibles diametres d’inhibition pour la majorité des souches et la
résistance de d’autres, raison pour laquelle on a augmenté la concentration a 30
mg/ml, et d’autre part, les extraits dissous dans méthanol montrent un meilleur effet
antibactérien par rapport a ceux solubilisés dans le DMSO. Les figures ci-dessous
montrent les différents diameétres d’inhibitions issues du pouvoir antibactérien des 2

compartiments de la plante.
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Diameétres d'inhibition

Acinetobacter..
Acinetobacter..
E.coli IH

E. coli IF

E. coliATCC 25922
Enterobacter..
Klebsiella..
Klebsiella..
Klebsiella...

Proteus sp.
Pseudomonas..
Pseudomonas..
S. aureus ATCC..
S. aureus ATCC..

S.aureus P

S. epidermidis

Klebsiella oxytoca

Citrobacter koseri P

Citrobacter koseri IH
Enterobacter cloocae

HC10mg/ml  ®mC 30 mg/ml

Figure 18: Présentation graphique de DI’activité antibactérienne de I’extrait de la
partie aérienne de C. monacantha.

Diameétres d'inhibition

BC10mg/ml ®C 30 mg/ml

Figure 19: Présentation graphique de I’activité antibactérienne de ’extrait la
partie racinaire.

D’aprés ces présentations graphiques, on remarque que I’extrait hydro-
méthanolique de la partie aérienne testé a une concentration de 30 mg/ml montre
I’effet le plus puissant sur I’ensemble des souches, a I’exception des deux especes :

Enterobacter cloacae IH et Escherichia coli IF qui se montrent résistantes.

A T’égard de I’extrait de la partie racinaire, le nombre de souches résistantes
augmentent a 12 espéces, seule S. aureus ATCC 25953 présente une sensibilité (15

mm).

Page 47



Chapitre04 résultats et discussions

L’activité inhibitrice des deux extraits vis-a-vis des souches est probablement liée a
leur richesse en polyphénols qui peuvent étre qualifiés comme des molécules
antibactériennes. Sur la base des résultats obtenus nous pouvons dire que les deux
extraits de C. monacantha possédent une activité antibactérienne assez importante

vis-a-vis des bactéries testées.

Il faut signaler que les connaissances actuelles sur C. monacantha sont tres
limitées. Nos résultats déterminés constituent donc un gain pour une exploitation

meilleur de la présente espece.

V.3.2 Méthode de microdilution en milieu liquide

A partir de la série de dilution en milieu liquide contenant la gamme de
concentration allant de 0.029 a 15mg/ml de I’extrait de C.monacantha, une
concentration pour chaque souche a permis I’obtention d’un puit claire traduisant

I’inhibition de la croissance bactérienne.

V.3.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide
(CMI, CMB)

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits
aerien et racinaire de Cornulaca monacantha testés vis-a-vis des bactéries sont
présentés dans le tableau ci-dessous. En effet, les concentrations minimales
inhibitrices des extraits varient de 3.75 a 15 mg/ml. On peut distinguer que S. aureus
ATCC 358, S.aureus P13, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa IF, Citrobacter koseri, S.aureus ATCC43300 et
S.epidermidis sont les souches les plus sensibles a faible dose de 3.75 mg/ml, suivie
de Kelbsiella pneumoniae IU Citrobacter koseri P Pseudomonas aeruginosa IH
Acinetobacter baumannii IF , E,coli ,Klebsiella pneumoneae IU et S,aureus
ATCC25923 avec des CMI de I’ordre de 7.5 mg/ml.

L’extrait racinaire  testé seulement sur les souches: Pseudomonas
aeroginosa IF, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa IH, Citrobacter koseri
IH E. coli, Acinetobacter baumannii IH, S.aureus ATCC 43300, E. coli ATCC 25922
et S. epidermidis montre une CMI de 7.5 mg/ml. Tandis que pour 1’espéce

Klebsiella pneumoniae carbapenemase la CMI est équivalente a15 mg/ml.
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Pour la CMB, les résultats montrent une activit¢ minimale bactéricide sur les
souches : S, aureus P, S, aureus ATCC 43300, S, aureus 1U, Enterobacter cloocae IH,
Acinitobacter baumannii IF, Pseudomonas aeruginosa IF, Citrobacter koseri IH,
S. epidermidis & une valeur de 3.75mg/ml. Par ailleurs, la croissance de Klebsiella
pneumoniae U Citrobacter koseri IH Pseudomonas aeruginosa IH, et E. coli 1U, est

arrétée a une valeur de 7.5mg/ml.

Pour I’extrait racinaire, la CMB la plus intéressante est marquée avec 1’espéce

Citrobacter koseri P dont une valeur de 3.75mg/ml est notée.

Les rapports CMB/CMI des deux extraits montrent de valeurs inférieures a 4, ce qui

confirme leur action bactéricide contre I’ensemble des micro-organismes.

Cowan (1999) a rapporté que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits
envers les micro-organismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de
groupements hydroxyles présents sur le composé phénolique. En outre, il est évident
que I’augmentation de I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité.
L’effet antibactérien de ces phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance
bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires et I’interaction avec

les enzymes (Dhaouadi et al., 2010).

Tableau 9 : Résultats des CMI et CMB des extraits de C .monacantha.

Acinitobacter
baumannii IF

Acinitobacter
baumannii IH

Citrobacter
koseri IH

CMI (mg/ml) CMB (mg/mi CMB/CMI
Les souches Partie Partie Partie Partie CMB/CMI | (mg/ml) Interprétations
aérienne | racinaire aérienne | racinaire o
(mg/ml) Racinaire
Aérienne
3.75 NR 3.75 NR 1 NR Bactéricides
7.5 7.5 ND ND ND ND Bactéries
tolérante
75 NR 75 NR 1 NR Bactéricides
3.75 75 3.75 75 1 1 Bactéricides

Citrobacter
Koseri P
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E.coli ATCC ND 75 ND 75 ND ND Bactéries

25922 tolérante

E.coli IH 75 75 75 75 1 1 Bactéricides

E.coli IF NT NR ND NR ND NR Bactéries
tolérante

Enterobacter 3.75 NR 3.75 NR 1 NR Bactéricides

cloacae

Enterobacter ND NR ND NR ND NR Bactéries

cloocae IH tolérante

Klebsiella ND 15 ND 75 ND 0.5 Bactéricides

pneumoniae

Carbapnemase

Klebsiella 75 NR 75 NR 1 NR Bactéricides

pneumoniae 1U

Klebsiella 15 NR 15 NR 1 NR Bactéricides

pneumoniae p

Klebsiella, ND ND ND ND ND ND Bactéries

Oxytoca tolérante

Proteus SP NT NR ND NR ND NR Bactéries
tolérante

Pseudomonas 3.75 75 3.75 75 1 1 Bactéricides

aeroginosa IF

Pseudomonas 75 75 75 75 1 1 Bactéricides

aeruginosa IH

S. aureus ATCC 3.75 ND ND ND ND ND Bactéries

43300 tolérante

S. aureus P 3.75 NR 3.75 NR 1 NR Bactéricide

S. epidermidis 3.75 75 ND ND ND ND Bactéries
tolérante

S.aureus ATCC 15 NR 15 NR 1 NR Bactéricides

25923

S.aureus U 3.75 NR 3.75 NR 1 NR Bactéricides

(ND) non détermine

(NR) non réalisé
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Conclusion et perspective

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances

et composés naturels bioactifs, et restent la source prédominante de médicaments

pour la majorité de la population mondiale.

Le présent travail renfermant 1I’étude de la composition chimique et I’évaluation

des activités biologiques a savoir antioxydante et antibactérienne de 1’espéce

médicinale Cornulaca monacantha utilisée comme médicament traditionnel contre les

problemes de jaunisse et de foie, et utilisée aussi pour traiter la gale, nous a permis de

tirer les résultats suivants :

>

Une composition chimique comportant principalement des : flavonoides,
tannins, saponosides, coumarines, stérols et triterpénes ainsi que  des
glucosides dans les deux parties (aérienne et racinaire) de la plante. Une
absence des alcaloides et des mucilages est marqué dans les tissus de cette

espece.

L’étude quantitative des composés phénoliques montre que I’extrait de la
partie aérienne de Cornulaca monacantha montre des teneurs respectives de

64.03mg/ml et 6.82mg/ml en polyphénols totaux et en flavonoides.

L’évaluation de [D’activité antioxydante effectuée par le piégeage du
radical libre le DPPH. démontre que I’extrait est doté d’une activité

antiradicalaire importante (96.1%) avec une CI50 de I’ordre de 0.3 mg/ml.

Les résultats de D’activité antibactérienne des extraits de Cornulaca
monacantha testée sur 21 germes par la méthode de diffusion sur disque.
montre que I’espéce exerce un effet puissant sur la majorité des bactéries, sauf

exception des souches : S. aureus P, S. aureus IU et S. aureus ATCC 25923.

Le rapport CMB/CMI estimé, démontre le pouvoir bactéricide de Cornulaca
monacantha sur I’ensemble des souches. Seules les espéces:
Acinitobacterbaumanii 1U, Enterobacter cloocaelH, Klebsiella, Oxytoca,
Proteus SP,S. aureus ATCC43300, S. epidermidis sont tolérantes.



Conclusion et perspective

Notre étude permet de déduire que la plante médicinale C. monacantha est
riche en composés métaboliques et présente une bonne activité antioxydante et
antibactérienne, ceci ouvre le portail sur une large exploitation dans le domaine

pharmaceutique
Afin de compléter cette étude, il serait intéressant de :

o Caractériser et isoler les principes actifs responsables de ces propriétés
pharmacologiques.

o Evaluer I’activité antioxydante et antimicrobienne In vitro sur des cultures
cellulaires ou des cellules isolées de 1’organisme pour confirmer les résultats

obtenus.

o Elargir le panel des activités de la plante In vitro et In vivo et pourquoi pas
d’autres tests biologiques : antidiabétique, anticancéreuse et anti-

inflammatoire.
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ANNEX o1 : Résultats des tests préliminaire (partie aérienne)

Figure 2 : test d’identification des coumarines.

Figure 4 : test d’identification des tanins galliques.
Figure 3 : test d’identification des tanins.

Figure 6 : test d’identification des flavonoides.

Figure 5 : test d’identification des glucosides.



Figure 7 : test d’identification des alcaloides. Figure 8 : test d’identification des mucilages.

R.M : réactif Mayer = R.W :réactif Wagner

Figure 6 : test d’identification des saponosides



ANNEX o2 :Résultats des testes préliminaire (partie racinaire)

Identification des coumarines e L. .
Identification des glycosides

Identification des tritepénes

Identification des flavonoides



Annex 03 : Résultats d aromatogramme

Partie aérienne

Klie3siela prewrmonia P

S. qureus IH.

Enterobacrer ciloacaes IH. Enrerodacrer cioacas.

i W

Kiebsielia pneumoniae IU. Pseudomonas aerogmozal. Kie3zieiia Oxyroca.

LS
- ——
Preudomonas asroghiosall. Xiessielia Carsapensmase. E coii U.

&

E coii ATCC 25922

Cirro3acrer koseri IH. E. coif IU.

S. aureus ATCC 25923,

Acinetodacter aumans U.

S.epidermus. Cirrobacter koseri P. Proteus sp.




Partie Racinaire

Klebsisila pneumonia.

Acinstobacter baumanii IU. Klebsiclla pneumonias IU. E coli U.

S. gpidermus. Citrobacter kozeri P.




Annex o4 : vésultat d antibiogramme

Klebsiella pneumoniae P avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et
vancomycine respectivement.

S. aureus P avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

Enterobacter cloacae IH avec la chloramphénicol et vancomycine.



Y WY N

Acinetobacter baumanii IF avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et
vancomycine respectivement.

Klebsiella U avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

Klebsiella oxytoca avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.



S. epidermidis avec 1’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

Citrobacter koseri IH avec 1’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et
vancomycine respectivement.

E, coli IH avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine respectivement.



Pseudomonas aeruginosa IH avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

Klebsiella Carbapenemase avec 1’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et
vancomycine respectivement.

Citrobacter koseri P avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et
vancomycine respectivement.

Acinetobacter baumanii IH avec I’amoxiclave, chloramphénicol,
gentamicine et vancomycine respectivement.



S, aureus (ATCC) 25923 avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

S. aureus (ATCC) 43300 avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.

E. coli (ATCC) 25922 avec I’amoxiclave, chloramphénicol, gentamicine et vancomycine
respectivement.



Annex o5 : quelques résultats de CMI et CMB

CMI de Acinetobacter baumannii IH

CMI de StaphylococcusaureusATCC 25923

CMI de Klebsiella pneumoniae 1U



Témoin

||

CMI=CMB

CMB de Pseudomonas aeruginosa IH

CMI# CMB

CMB deklebsiella carbapenemase

Absence de CMB pour proteus sp







Annex o5 : Origine des souches cliniques

Souches

Origine

Acinetobacter baumanii IH

Infection urinaire

Acinetobacter baumanii IF

Infection urinaire

Citrobacter koseri P

Pus

Citrobacter IH

Infection homme

E.coli IH

Infection urinaire

E.coli IF

Infection urine

Enterobacter cloocae IH

Infection homme

Klebsiella oxytoca

Infection urinaire

Klebsiella pneumoniae 1U

Infection urinaire

Klebsiella pneumoniae P

Pus

Klebsiella. Carbapenemase

Infection urinaire

Proteus sp.

Infection urinaire

Pseudomonas aeroginosa IH

Infection urinaire

Pseudomonas aeroginosa IF

Infection urinaire

S. aureus P

Pus




